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Zusammenf assung 

Die- Erf i ndung betrifft liposome Po^i^ 2Ur „ erstellvmg eines 

liposomalen .Depots von Oligonukleotiden zur lanaarihalt^ » • 

w j rV , m „ . - Lan ff an haltenden,Preasetzung und 

Wirkung in einem Saugerkdrper . ' 
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Stand der Technik 
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Oligonukleotide werden im Korper durch Enzyme .ehr- schnell abgebaut 
Die Wirkstoffe werden normal erweis.e in hohen Dosen durch intravenose 
In k3 elctionen • verabreicht, die jedoch hkufig wiederholt / werden ' 
mussen. Um die „patient compliance" zu ' erhohen und die Dosis 
verring^rn Z u konnen wird. daher ein geeignetes Delivery's tern 
benotxgt, das den Wirkstoff im Korper vor Abbau schutzt und dhn nur 
langsam und verzogert f reisetzt . ' 

Meist werden ".heute \ Delivery- Systeme verwendet,.' welche nach 
Verab^eichung das intrazellulare ; Delivery der Wirkstoff e 
unterstatzen. Dazu z.ahl en liposomale Systeme, polymerbasierte 
Systeme (z.B. PEI, , und viral e Carrier. Dies* intrazellulSren 
Delxvery-Strategien k6nnen zu einer Dosisverringerung der Wirkstoffe 
fuhren, Eine Reduktion " der Injektionen kann allerdings nicht 
erreicht werden. ' . . 



Exne weitere M6glichkeit Oligonukleotide,. zu verabreichen stellen 
Depotsysteme dar, die lokal appliziert werden und die Wirkstoffe 
glexchmaEig uber ■ ■ eineri bestimmten Zeitraum freisetzen. Diese 
Delivery-Strategien unterstutzen das intrazellulare Delivery der 
Wirkstoffe nicht zwingend, vielmehr fuhren sie zu einem steady- state 
Spiegel des. Wirkstoff es uber die Zeitim Blut oder. Gewebe. Dadurch 
kann die Injektionshauf igkeit verringert werden und daruber hinaus 
xst. durch das Auf rechterhalten der . Wirkstof fkonzentration eine 
Dosxsreduktion moglich. • 

Mikro- oder Nanopartikel aus biokompatibien Polymeren stellen eine ' 
moglxche .Form eines solchen Depotsys terns . dar . m US 6,555,525 wird 
die verzSgerte Freisetzung von Antisense-Oligonukleotiden aus PLGA- 
Mxkrokapseln nach subkutaner Injektion in einem Maus-Leukamie-Modell 
beschrieben. Die verzogerte Freisetzung von Oligonukleotiden *us 
PLGA-basierten Mikro-bzw. Nanokapseln wird' in zahlreichen anderen 
Publxkationen. ebenfalls beschrieben (z.B. J: Drug Target, 5(4) . 291- 
302 (1998); Gene Ther. 9 (23). 1607-16. (2002); Antisense Nucleic 
Acxd Drug Dev. 9(5). 45,1-8. (1999), ^Control. Release 37, 173-183. 
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in wexteren. Patenten und Publikatibnen werden andere ' Polyxner- 
basxerte System zuxn Delivery von Nukleinsauren beschrieben. In 
.Methods: A companion to Methods in Eny^logy. 18, 286-295, (1999, 
wexsen die Autoren z.B. auf die Cliche Anwendung d*r beschriebenen 
Polyhexylcyanoacrylate-Nanopartikel a i. . Depotsystexn ftir 

Oligonukleotide hin. 

Kaohteilig der Mikro . ^ NanopartikeI aus pQlymeren deren 
Herstellungsprozess. „ ier , massea in ^ .. . . pal 

E„ulsionsproz«se znr • AnWendung Ko^en. ml#r verwendung 
organisoher. nioht sdt „ asser mlsohbarer 1Ssungsmittel . Diese 
Losun f s»ittel mas sen nach p ro2 esse„de „ ieder vollstSndi ent£ern 

r^T: D T Ch 5teile ° ^ n±Cht ™ -tersebatzendes' 

regulatonsohes Problem dar. Prober hinaus entstehen bei ^ 

Hydrolyse der PLSA-lCapseln sehr . niedrige . pH-Werte i» Innern der 
Kapseln,. wodurch die InteenH t-st- ■ 

e - v ' mtegritat der eingeschlossenen " Wirkstof f e 

Schaden nehmen kann-. So ist es b^nnh ^ ^ . 

... c es oekannt, dass Purinbasen bei' 

medragen pH-Werten bevorzugt abhydrolysieren, . 

Liposomen sind ebenfalls eine m6 gliche Por. eines Tragersysterls . -Sie 
sxnd aufgebaut aus einer oder xnehreren Lipid-Doppelschichten und 
» ihr*n Innern ein. wSssriges Kompartiznent , • in welches 
wasserloslxche Substanzen eingeschlossen werden k5nnen. In die 
Lxpxd-Dpppelschicht kannen lipophile Substanzen eingebaut werden, 

Zanlreiche Publifcationen beschaftigeH sieh *it der Bandung von 

Z „ ^ S ° lip6s0m ^ awti^in zuz, Delivery von 

Oligonukleotaden in vivo <z.B. Moleoular Me^rane Biology. 16 ■ 129 - 
140, U999). BBA 1464, 251-261 ' (2nnn, • „' • ■. , 

,„ _. ■. ' , ' ( 2 °00); Reviews in Biology and 

30. Biotechnology, 1(2) , 27-33 I2nni I m j < • 

Ho .„ „ .. ' (2001) All dieaen Systemen gemein ist 

Dedoeb die Tatsaehe, dass die '. verwendeben Lipid-Misehungen aus 
ungesattlgtan Llpiden ,„ia z.B. DOTAP Oder POPS aufgebaut sind und 
aus dlesea,- Grund nioht sermnstabi! eind. . Daduzoh bedingt satzan 
35 ZZL . P °!° men ei ^-*lossenan wirkstof f sehr sehnelr naoh dar 
21 7 T' HSUfi3 *- ^nannten AnWendungen. 

narlst l^ 7 *™ ■ VOr9e£ °™ ten ^d Nukleinsauran, 

hergeatallt ,z.B. Lipoplexa,- . pia ■ Ko^laxbildung. bz„. dia rist 
moht » serua, stabilen liposo^len Fora,ulierungen fahren dazu, dass 
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''.-«. ' Belegexemplar 

die. Stabilitat der Oligonukleotide tiber einen iangeren Zeitraum, wie 
fiir ein- Depot erf orderlicli, riicht gewahrleistet ist. 

•Auf gabe . der Erfindung war es nun; neue, stabile Liposomen als 
Depotformu.lierungen fur - Oligonukle'otide; bereitzustellen, die eine 
langfristige Freisetzung des Wirkstoffes iiber mindes.tens eine Woche 
erreichen und eine gute Vertraglichkeit im Organismus au'fweisen. 
Eine . weitere Auf gabe ' war es, Depotsysteme bereitzustellen, die 
. keinen' burst release des Wirkstoffes aufweisen. ' • ■ * • 

' » , • 

Zusammenfassung der Erfindung 

Die Aufgabe wird- gelost' durch die Formulierung der Wirkstoffe' in 
Liposomen; die insbesondere bei der Anwendung als Depot 'in Form von. 
Aggregate^ vorliegen. Solche Liposomen umfassen in .einer. Ausfuhrung 
der Erfindung neben neutralen Lipiden auch kationiscne Lipide. * 

Die Erfindung basiert auf • der Beobaclitung „ ' dass" positiv geladene 
Liposomen gut-, mit Komponenten des Serums oder der 
Interstitialf ltlssigkeit. aggregieren und in diesem Zustand an der 
Einstichstelle verbleiben miissen. Ein Wegdif fundi er en des Depots von . 
der Einstichstelle wird damit. v'ermieden. 

Depots ohne burst release werden dadurch bereitgestellt dass in 
diesem Fall; aussen an den Liposomen. anhaf tender Wirkstoff abgetrehnt 
wird. - > 



Ausfuhr.liche Beschreibung der Erfindxing 

In einer bevorzugten Ausfuhrung der vorliegenden Erfindung. werden 
Liposomen, die aus neutralen und ' kationischen Lipiden aufgebaut 
sind, als liposomales Depotsystem fiir die verzogerte Freisetzung vori 
Oligonukleotiden eingesetzt. 

Oligonukleotide werden im Korper ' sehr schnell abgebaut und mvissen 
daher durch wiederholte Injektionen verabreicht werden. Die fiir 
diese Ausfuhrung der Erfindung' relevanten Oligonukleotide sind aus 
5-100, bevprzugt aus 5-40 und besonders bevorzugt aus 10-25 
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Nukleotiden oder Basenpaaren aufgebaut v Daruberhinaus- konnen die 
Oligonukleotide als Einzelstrang (z:B. Antisense-Oligonukleotide) , 
als Doppelstrang (z.B. small- interfering RNA, Decoy-Oligonukleotide) 
Oder in koipplexeir Faltung (z.B; Aptamere, Spiegelmere, Ribozyme) 
vorliegen. Alle fur diese- Erfindung releyanten Oligonucleotide , sind 
aus Desoxyribonukleotiden oder atis Ribonukleotiden sowie aus deren 
chemisch-modif'izierteri Derivaten aufgebaut (z.B. Phosphorothioate 
DNA (PS), 2;-0-methyl RNA (OMe) , 2 ' - 0 -me thoxy- ethyl RNA (MOE) , 
Peptide nucleic acid (PNA) , N3 ' -P5 ' Phosphoroamidate • (NP) , . 2'- 
.f luoro-arabiho . nucleic acid (FANA) , Locked nucleic' acid (LNA) , 
Morpholino- phqsphoroamidate (MF) , v Cyclohexene nucleic acid (CeNA) 
Tr i eye 1 o - DNA* (tcDNA) ) . Dartiber . konnen Copolymere und Block-. 
Copolymere verschiedener Nukleotide und sogenannte Gapmere in die- 
Liposomen eingeschlossen werden. . 

In einer vorteilhaf ten Ausgestalt\ing der Erfindung werden Aptainere 
Oder Spiegelmere in das liposomale Depot eingeschlossen. 
Aptainere sind DNA- Oder RNA-basierte Oligonukleotide mit komplexer 
dreidimensionaler Struktur. Aufgrund dieser Struktur konnen Aptamere. 
sehr spezifisch und hochaffin an P.roteintargets binden ' und wirken 
somit therapeutisch, meist extrazellular . ihre Funktionalit&t ist 
nahezu identisch* zu mondklonalen Antikorpern. 

Spiegelmere sind im Gegensatz zu. D-Oligonukleotiden aus ' L-Riboser- 
und L-2 ' -Degoxyribpse-Einheiten aufgebaut. Genau wie Aptamere binden 
diese spiegelbildlichen . Nukleinsauren spezifisch* an' Proteintargets . 
Aufgrund der chiralen Inversion besitzen Spiegelm.ere im Gegensatz zu 
herkommlichen D-Oligonukleotiden eine erhohte ^Stabilitat gpgenuber 
einem enzymatischen Abbau. 

Als Liposomenbildner kommen membranbildende. und membranstandige 
Lipide in Frag^,- wpbei diese natxi'rlichen oder synthetischen 
Ursprungs sein konnen. Hierzu zahlen insbesondere Cholesterol und 
Derivate, Phosphatidylcholine, * Phosphatidylethanolamine als neutrale 
Lipide. Besonders bevorzugt werden. die vollstandig • gesattigten 
Verbindungen dieser Klasse .verwendet, wie beispielsweis'e die 
Dimyristoyl- , Dipalmitoyl- oder Distearoyl-derivate der 

Phosphatidylcholine und Phosphatidylethanolamine. 



10 



15- 



•20 




30 




Liposomale Depot systeme rt <* » « nn 0n o no £ « i'Ji, 

Kationische Lipide zur Ausfuhruhg der ■ Erf indung ' umfassen 
beispielsweise: ' 

DAC-Chbl 3-p-[N-(N,N'.-diinethylaminoethane) carbamoyl] cholesterol 

DC-Choi 3-P-[N-(N',.Nr.dimethylaminoethane) carbamoyl] cholesterol 

TC-Chol. 3.ip-[ N :(N', N -, N'-trimethylaminoethane) . carbamoyl] 

cholesterol ' 

BGSC Bis-gAianidinium~spermidine--cholesterol 
BGTC Bis-gAianidini-um^tren-cholesterol, 

DOTAP (l/2-dioleoylpxypropyl)-N / N;N-trimethylainmonium 
DOSPER (l,3-dioleoylo^2p(6-Carboxy-spermyl)-propylainid) . 
DOTMA .< 1 , 2-dioleyloxypropyl ) -N> N , N- tr ime thy 1 ainmoniuih chlorid) 

(Lipof ectin®) 

DORIE (l,2^-dioleyloxypropyl)-3 dimethylhydroxyethyl airanoniumbromid) ' 
DOSC (l,2-dioleoyl-3-succinyl-sn-glycerl cholinester ) 

DOGSDSO (l,2-dioleoyl-sn-glycero-3-succinyl.2hydroxyethyl ' disulfide 
ornithin)' , 

DDAB Dimethyldioctadecylammonium bromid ! 
DOGS . ( (CIS ) 2 GlySper3 + ) , N, N-dioctadecylamido-glycyl-spermin 

(Trans fee tarn®) 

(C18) 2 Gly* N,N-dioctadecyl'amido-glycin' 

DOEPC l ; 2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholin oder . andere 0- : 
Alkyl- Phosphatidyl chol in oder -ethanol amine, 

1,3-bis- (1,2-bis . tetradecyloxy-propyl-3 dimethylethoxy ammonium- 
bromid) .propan- 2-oi (Neophectin® ) , 

sowie von alien genannten Lipiden . mif ungesattigten Fettsaure- 
und/oder Fettalkoholketten deren ' gesattigte " Derivate mit 
Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, oder Distearoylketten: 



sen 



Bevorzugte kationische Lipide zur Ausfuhrung d'er Erf indung umfas_. 
• Cholesteryl 30-N- (Dimethyl -aminoethyl ) carbamat (DC-Choi) , 3-p-[ N - 
(N^'-dimethylaminoethane) . .carbamoyl] cholesterol- (DAC-Chol) ; ( N -[l- 
35 (2,3-Di^istoyloxy)p' r opyl]-N,N,N-trimethylammonium Salz. (DMTAP) , 
(N-[l-(2,3-Dipalmitoyioxy)propyl]-N < N,N-trimethylammonium Salz 
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(DPTAP) , (N-[l- (2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N. / N / N-trimethylainmoniiam Salz 
(DOTAP) : . " . • . 

In einer bevorzugten Zusammensetzung werden . gesattigte synthetische 
Phosphatidylcholine, wie DMPC, DPPC oder psPC, Cholesterin, die 
kationischen Lipide DC-Choi/ DAQ-Chol, DMTAP, DPTAP ' oder DOTAP 
verwendet, wobei g.anz besonders bevorzugt der. Anteil der 
kationischen Lipide zwischen 5 void 20mol% betragt und. der Anteil 
aller sterolbasierfcen Lipide ' zwischen 35 und 60% betragt. 
In einer vorteilhaf ten Ausgestaltvmg der Erfindung .werden plj- 
sensitiv kationische Lipide eingesetzt, wie sie in WO 02 066490 und' 
US 5965434 beispie.lhaft ■ of fenbart sind. Solche ' Liposomeh konnen 
durch pH-Wechsel in einen neutralen Laduiigszustand gebracht werden 
und ermoglichen so die . einf ache Abtrennung von- aussen anhaf.ten'dem. 
Wirkstoff. Beispiele fur pH-sensitiv kationische Verbindungen sind: 
Histaminyl-Cholesterolhemisuccinat (His-Chol),' . ' ' 

M'orpholin-N-ethylaminb-cholesterolhemisuccinat . (Mo-Ghol) . 
4-(2 / 3-bis-palmitoyloxy-propyl)-l-methyi-lH-imidazol. (DPIM) , ' 
Cholesterol- (3-imidazoi-l-yl propyl) carbamat (CHIM) . 

Die. GrSSe der Liposomen variiert yon 20-1000 nm, bevorzugt vori 50- 
800 nm und ganz. bespnders bevorzugt von 50-3 00 nm. 




Fur den Einsohluss des gewunschten Wirkstoff es in die Liposomen wird 
dieser in einer Puf f erlosung gelost, mit welcher dann die Liposomen 
hergestellt werden. Wird bei geringen Ionenstarken gearbeitet/ 
bindet der .01igonukleotid-Wirkst6f f aufgrund elektrostatischer 
Wechselwirkungen wahrend der Herstellung der Liposomen ' an die . 
kationische liposomale Membran . , Je ' nach den LadungsverhSltniksen 
(liposomaie- Membran, zu Oligonukleotid) bindet der Wirkstoff 
vollstandig -oder . nur zu ei.nem Teil an ' die Membran. Sollte 
uberschilssiges Oligonukleotid nicht binden >( wird dieses mittels des 
.passiven .Einschlussverfahrehs, welches dem Fachmann bekannt ist' ( 
eingeschlossen. . Durch das Ausnutzen der elektrostatischen 
Wechselwirkungen zwischen Lipoosom und Wirkstoff konnen ' hohe . 
35 Einschlusseffizienzen erreicht werden. 



Wird der Oligonukleotid-Wirkstof f in ' die . Liposomen eingeschlossen, 
konnen sich Aggregate bilden, da ein . anionisch geladener Wirkstoff 
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Zlf^Z ki l tl0niSCh?n Seladenen ' Li ™> > — nseiwirkt. F ln einer 

^ r ^ " ird . d » — - - — Mpoec^en 

Meabran Wirkstorf durch eine Erh6h<mg ^ Ionen , tarke 

bzldet. welcbe steril filtriert werden kann . '• ' 

in einer ersten AusfUhrung der erf inderischen Lehre verbleibt der 

froze Wlrksto.ff ganz oder- teilweiee. . ^ iu mehr 5% . , in £ 

Wlrkstoffes im Blut oder in, Gewebe.. 



. in einer wezteren Auattihrungsfor*, der Brfindung „ird -der en der 

• 1P °; ,-**»» wirkstoff nicht vra . der Henbran 

abgelost.d.h. die ZonenstSrke „ird nicht verendert . Ber . VorteU 
.dreser AusfOhrung liegt in der ™ii s ierbarkeit der Suspension 

, Innen- „ le auf der ftuSenseite aer Membran die gleich 
Wzrkstoffkonzentration vorliegt. • fllezch 

ZtoTZJ'T" beV ° rZU9ten .-der erfinderiscben 

Lehre „zrd der Mssm an den Mposomen anhaftende . 'wirkstof f 

21 icT" T katm dUr ° h ^^r^ — eine Ultraflltr 
» wLket f£ "It": SOlChe " "~ «M ner eingeschldssene 

Lroen HebenreaIttl ° ne " bei — .^"eien Oberdosierung' ver^eden - 

^mf^TT ^ Li ™ — — ' Stand' der Technik 

IT i Verfahr * n ' . Wie '. durch Polycarbonat-Membranen 

Ethanol^ektion Oder Hochdru=kho,„ogenis,ticn verwendet. 

' ' ' • ' ' ' ' ' 

i • 

Die Erfindung' „ird durch das foigende Beispiel waiter erlautert 
ohne auf diese Ausfuhrungen begrenzt zu seih. ■ erlautert. 
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Einschluss von Cy5.5 anti CD40 ODN (Antisense-Oligonukleotid) in 

i 

Liposomen • 

- j ..... i ■ 

Ein Lipidmischung. f olgender Zusammensetzung: 



Formul i erung 


Zusammensetzung.- 


LI 


DPPC/DC-Ohol/Chdl ; 




60:10:30 (mol%) 



wird /bei 50°C in ■ Chloroform gelds t und - anschlieEend im 

#Rotationsverdampf er im Vakuum . vol 1 standi g getrocknet. Der Lipidfilm 
ward mit soviel Cy5 . 5 anti CD40 ODN (Antisense-Oligonukleotid) (150 
. /xg/ml in 10 mM HEPES , 300 mM Sucrose, pH 7,5) versetzt, dass eine 15 
iriM Suspension entsteht. Anschlie&end wird diese Suspension fur 45 
Minuten im Wasserbad bei 50°C unter Schwenken hydratisiert und fur 
1'5 * ' weitere 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt . Danach wird die 
Suspension- eingef r.oren. Es folgen 3 Einfrier- und Auf tauprozesse, 
wobei nach dem Auftauen jeweils eine • 5-min\itige ' Behand'lung im 
Ultraschallbad erfoigt. '* 

Nach dem letzten Auftauen 'werden die Liposomen mehrfach ' durch eine 
20 Membran mit einer Poreiiweite von . 2 00nm oder 40bnm extrudiert 
• (Avestin LiposoFast, Polycarbonat-Membran * mit einer .Porenweite . von 
200 .oder . 400nm) . Nach jder Extrusion wird die Ioriensta!rke der 
erhaltenen Suspension durch Zugabe einer NaCl-Stammlosung erhoht . . . 

'25 Der Anteil des eingeschlossenen Cy5 . 5 anti CD40 ODN (Antisense- 
Oligonukleotid) " wird • nach . Abtrennung des frei vorliegenden 
x Wirkstof f es durch dreimalige Sedimentation in der' Ultrazentrifuge 
bei 60000 x g iiber 45 min f luoreszenzspektroskopisch ermittelt. 
Die Einschlussef f izienz' des Oligonukleotids liegt bei 47%. . 
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Anspriiche . 



1. Verwendung.von liposomalen Formulierungen zur verzogerten 
Wirkstof f freisetzung uber* mindestens eine Woche, dadurch 
gekennzeichnet", dass'' , 

-die Liposomen kationische und gesattigte. neutrale Lipide 
umf assen, ■ ' • 

i ; -der Wirkstof f Oligomikleotide umf asst. 



2. Verwendung eirier liposomalen Formulierung nach Anspruch i; 
dadurch gekennzeichnet , dass 
.^m ^ -die neutral en Lipide ausgewahlt werden aus 

■ B gesattigten.synthetischen Phosphatidylcholine^ wie DMPC, DPPC, 

DSPC und/oder Cholesterin, 
; -die kationischen Lipide ausgewah.lt werden aus ... 
DC-Choi, DAC-Chol , . DMTAP , DPTAP pder DOTAP, : 

wobei der Anteil der. kationischen Lipide zwischen 5 und 20mol% . 
und der Anteil aller sterolbasierten Lipide zwischen 35 und 60% 
20 betragt. 



. 3. Verwendung- einer liposomalen Formulierung nach Anspruch 1 oder 2, 
"dadurch gekennzeichnet," dais s ' 
25 die liposomale Formulierung pH T sensitiv .kationische - Lipide ■ 

■ umf asst., - die irisbesondere ausgewahlt . sind aus der Gruppe: 
His-Chol, Mo-Chol, CHIM, DPIM. 




4. Verwendung einer' liposomaien Formulierung nach einem der ' 

Anspruche 2 oder 3 dadurch gekennzei.chnet , dass 

die Oiigonukleotide aus 5-100, bevorzugt aus 5-40 und besonders- 
bevorzugt aus 10-25 Desoxyribonukleoti'den, Ribonukleotiden oder 
. deren chemisch-modif izierten Derivaten aufgebaut sind. 



35 



20 



35 
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5. Verwendung 4 einer liposomklen Formulierung riach AnsprucH 4, 
dadurch gekennzeichnet,. dass . 

die Oligonukleotide. als Einzelstrang (z.B. Antisense- 
Oligonukleotide) ; als Doppel Strang (z.B. small -interfering RNA, 
5 Decoy-Oligonuklebtiden) oder in komplexer Faltung (z.B,. 

Aptamere, Spiegelmere) vorliegen. 

6. -Liposomale' Formul'ierung nach Ans'pruch 5) dadurch gekennzeichnet , 
dass ' , - 

10 das Oligonukleotid ein Aptamer.es ist. 



• 



7. Liposomale Formulieruhg nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass ■ % 

das Oligonukleotid "ein Spiegelmeres ist. 



8 . Verf ahren zur Hers.tellung einer liposomalen Formulierung nach 
einem oder mehrerer der -Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass ' , • . 

-der Wirkstof f in einer wassrigen Puf f erlosung geringer 
■lonenstarke gelost wird, mit welcher dann die Liposomen 
hergestellt werden. 

-der aussen an der liposomalen Membran anhaftende. Wirkstof f. 
durch eine Erhohung der lonenstarke von « der Lipidmembran 
25' abgelost wird und 

-zu .mehr als "5% in der Liposomeiisuspensiori verbleibt. 




9. Verf ahren zur Herstellurig einer liposomalen Formulierung nach 
30 einem oder mehrerer der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass ' 

• , ] 

-der Wirkstoff in einer wassrigen Pufferlosung geringer 

lonenstarke .gelost wird/" mit welcher dann- die Liposomen 

hergestellt werden. 

-der aussen an der liposomalen Membran anhaftende Wirkstoff 
nicht abgelost wird;* 
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10. Verfahreri zur Herstellung einer liposomalen Formuiierung nach 
einem oder mehrer er . der Ansprtiche 1' bis 7,.dadurch gekennzeichnet , 
dass 

-der Wirkstoff in einer wassrigen Puf f erlosung geringer 
Ionenstarke gelost* wird, mit welcher dann die Liposomen ' 
hergestellt werden.. 

-der aussen an der liposomalen Membran anhaftende Wirkstoff 
nicht abgelost wird und 1 

-der abgeloste Wirkstoff von den Liposomen abgetrenn't • wird. 
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